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1 Resumen 
 
Clostridium difficile, el principal responsable de las diarreas causadas por el uso de antibióticos 
ligadas a la atención en salud, posee manifestaciones clínicas muy diversas, lo que hace necesario 
identificar factores que determinen un mayor riesgo de desarrollar una infección por C. difficile 
(ICD) grave. En estudios en ratones, el receptor de ácidos biliares GPBAR1 ha sido asociado a 
alteraciones en la estructura epitelial del colon y a un aumento en la gravedad de la colitis química. 
En humanos, se ha observado una relación entre el polimorfismo de nucleótido simple (SNP), 
rs11554825 del gen GPBAR1 y algunas enfermedades gastrointestinales. En esta tesis se evaluó si 
la presencia de esta variante en pacientes se correlaciona con un aumento en la gravedad de la ICD. 
Se genotipificaron 67 pacientes con ICD y se relacionó la presencia del polimorfismo con 
parámetros clínicos los cuales indican la gravedad de la infección. También se determinó si existe 
relación entre el SNP y la respuesta inmune mediante la cuantificación del ARNm de las citoquinas 
pro-inflamatorias IL-1β, IL-8, IFN-γ y TNF-α, los títulos de IgG anti-toxina A y B en plasma y los 
niveles de calprotectina fecal como marcador de la inflamación intestinal. En los parámetros 
clínicos se vio un aumento del volumen de diarrea, así como de una disminución en la presión 
arterial sistólica en los portadores del SNP. Respecto a los parámetros de laboratorio, no se 
observaron diferencias significativas, pero si una tendencia a un mayor número de leucocitos y a 
un mayor nivel de proteína C reactiva. No lograron detectarse diferencias entre los pacientes con 
distintos alelos para el nivel de citoquinas, pero si se encontró un aumento en el nivel de IgG 
antitoxina A, y un mayor nivel de calprotectina fecal en los pacientes con el SNP. Estos resultados 
sugieren que existe una mayor gravedad en el cuadro clínico y una mayor inflamación en pacientes 
que presentan el SNP en relación a los pacientes sin el SNP. El aporte de este trabajo consistió en 
determinar un nuevo factor genético asociado a ICD grave, el cual pudiese ayudar a seleccionar 
pacientes con peor pronóstico y determinar un potencial nuevo blanco terapéutico en ICD. 
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2 Lista de abreviatura 
 
BHIS 
CT 
DSS 
GPBAR1 
HTA 
IBP 
ICD 
IFN-γ 
IgG 
IL 
MRP8/14 
NF-κB 
PAS 
PBS 
PPARγ 
SNP 
TA 
TCCFA 
TcdA 
TcdB 
Suero de infusión de corazón y cerebro  
Ciclos umbrales  
Dextran sulfato de sodio  
Receptor de ácidos biliares acoplado a proteína G  
Hipertensión arterial  
Inhibidores de la bomba de protones  
Infección por C. difficile  
Interferón gamma  
Inmunoglobulina G  
Interleucina  
Calprotectina fecal  
Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B 
activadas  
Presión arterial sistólica  
Tampón fosfato salino  
Receptor activador de la proliferación de peroxisomas γ  
Polimorfismo de un nucleótido  
Temperatura ambiente  
Agar cicloserina, cefoxitina, fructosa con taurocolato  
Enterotoxina A  
Citotoxina B  
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TNF-α 
 
Factor de necrosis tumoral alfa 
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3 Introducción 
 
Clostridium difficile es una bacteria baciliforme, Gram positivo, anaerobio estricto y 
formadora de endoesporas. Fue aislada por primera vez en el año 1935 como parte de la flora 
normal de los recién nacidos y fue llamada Bacillus difficilis por su dificultad para ser aislada (Hall 
y O’Toole, 1935). En el año 1978 se identificó a la toxina de C. difficile como la principal causante 
de colitis pseudomembranosa en pacientes en terapia con clindamicina (Bartlett et al., 1978). Hoy 
en día, C. difficile es el principal agente responsable de diarreas asociadas al uso de antibióticos en 
la atención de salud, con un 20-30% de los casos (Hernández-Rocha et al., 2012). C. difficile puede 
causar desde una diarrea leve, a una colitis pseudomembranosa asociada a megacolon tóxico y 
muerte. En el caso de enfermedad grave, puede presentarse con signos de toxicidad sistémica como 
fiebre mayor a 38°C, leucocitosis mayor a 15.000 células/mm3, aumento de creatinina sérica mayor 
a 50% del valor pre-mórbido e hipoalbuminemia (menor a 3 g/dl). Aparece como enfermedad grave 
complicada en un intervalo de 1-3% de los casos, caracterizada por: megacolon tóxico, íleo, 
compromiso de conciencia o hemodinámico (hipotensión) y aumento del lactato sérico (Cohen 
et al., 2010; Hernández-Rocha, 2013; Surawicz et al., 2013), con una mortalidad asociada a 
megacolon tóxico que va desde 24% a 38% (Bartlett, 2002; Burnham y Carroll, 2013; Poutanen, 
2004).  
 
3.1 La relevancia epidemiológica de C. difficile. 
 
Una de las principales razones para estudiar la ICD, es su significativo aumento en la 
incidencia en la última década, junto con un aumento en las tasas de mortalidad de 2.5 veces desde 
el año 2000 llegando al 6% aproximadamente el año 2010 (Karas et al., 2010). En EEUU los casos 
de ICD se triplicaron entre los años 2000 al 2009, con un aumento en la mortalidad desde 3.000 
casos fatales en los años 1999-2000 a 14.000 el año 2007. (Frieden, 2013; Mcdonald et al., 2012). 
Adicionalmente, los costos asociados a su atención han aumentado en más de 400 millones de 
dólares al año (Mcdonald et al., 2012). Este incremento se debe en parte a la aparición de cepas 
más virulentas y resistentes a fluoroquinolonas. Dentro de éstas, la cepa ribotipo 027 de C. difficile 
identificada en las epidemias en Canadá, Estados Unidos y Europa (Carrico et al., 2013; Frieden, 
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2013) produce una mayor cantidad de toxinas secundario a una deleción en el gen tcdC que codifica 
al regulador negativo de la expresión de las toxinas de C. difficile (Matamouros et al., 2007).  
En Chile, la ICD representa el 7% de las infecciones asociadas a la atención en salud con una 
letalidad de 6,1%. Los brotes de la ICD han ido en aumento desde el año 2004 hasta el 2012, 
triplicándose los casos entre los años 2011 al 2012, siendo la mayoría de estos brotes provenientes 
de hospitales de alta complejidad (Otaíza et al., 2012, 2013). El mayor número de infectados 
corresponde a adultos de más de 65 años, con una prevalencia en hombres de un 55,8% (Vigilancia 
de laboratorio de Clostridium difficile. Chile, 2014). Estos aumentos tanto en el número de casos 
como en su letalidad hacen necesario el estudiar a C. difficile para disminuir los costos en su 
atención, así como posibles complicaciones en los pacientes. 
 
3.1.1  Factores de riesgo para ICD 
 
El principal factor de riesgo para contraer la enfermedad es el uso de antibióticos. 
Originalmente la ICD se asoció al uso de clindamicina, sin embargo, hoy en día además se 
encuentra asociada al tratamiento por cefalosporinas, penicilinas y fluoroquinolonas (Slimings y 
Riley, 2014; Spencer, 1998).  
La edad es otro factor de riesgo importante de la ICD (Henrich et al., 2009), ya que los 
adultos mayores de 60 años tienen entre 20 a 100 veces más probabilidades de ser positivos para 
la toxina de C. difficile en deposiciones que los pacientes entre 10-20 años de edad (Karlström 
et al., 1998). Aunque la mitad de los infectados corresponden a personas jóvenes, más del 90% de 
las muertes son en adultos mayores de 65 años (Frieden, 2013). Esto puede deberse en parte a la 
presencia de comorbilidades en los adultos mayores y a un deterioro en la respuesta inmune con la 
edad, que determina defectos en la fagocitosis por neutrófilos y la respuesta humoral del hospedero 
(Bassaris et al., 1984). Se ha observado que en adultos mayores la producción de IgG anti-toxina 
es menor y que la capacidad de neutralizar las toxinas de C. difficile se encuentra disminuida (Simor 
et al., 2002). Otros factores de riesgo incluyen patologías inflamatorias intestinales y el 
inmunocompromiso secundario a enfermedades neoplásicas y el uso de fármacos 
inmunosupresores y quimioterapia (Henrich et al., 2009; Loo et al., 2011; Zarowitz et al., 2015). 
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Recientemente, se han evaluado factores de riesgo de origen genético en el hospedero que 
puedan ayudar a identificar a aquellos pacientes con un mayor riesgo de desarrollar una ICD. En 
este sentido,  polimorfismos en genes del receptor tipo Toll 4 (Hung et al., 2013), de interleuquina 
4 (IL-4) (Connelly et al., 2014) y del factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las 
células B (NF-κB) (Ananthakrishnan et al., 2013), se han asociado a mayor incidencia de la ICD. 
Además, se ha observado una relación entre la ICD y variaciones en genes relacionados a la 
respuesta inmune en pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal (Ananthakrishnan et al., 
2013; Lakatos et al., 2006; Li et al., 2012). 
Un factor de riesgo ambiental importante es la estadía en hospitales, centros de salud y casas 
de reposo. Esto se debe a que las esporas de C. difficile son  metabólicamente dormantes, lo que 
las hace resistentes a temperaturas de 71ºC (Rodriguez-Palacios y LeJeune, 2011) y desinfectantes 
sin cloro (Paredes-Sabja et al., 2014). Por lo tanto, las esporas son difíciles de erradicar del 
ambiente hospitalario, siendo el riesgo de colonización proporcional a la duración de la estadía, 
estando presentes en un 50% de los pacientes hospitalizados por más de 4 semanas. Así, estos 
centros son el principal reservorio de C. difficile (Johnson et al., 1990; Ward y Young, 1997). 
 
3.2 Mecanismos de patogénesis de C. difficile. 
 
3.2.1 Ingreso de C. difficile al organismo 
 
El ingreso de C. difficile al hospedero ocurre mediante la ingesta de esporas, las cuales son 
el morfotipo de infección y persistencia. Una vez que han ingresado al organismo son capaces de 
resistir el ambiente ácido del estómago y de germinar en el intestino delgado en presencia de ácidos 
biliares primarios (Poutanen, 2004). 
La flora intestinal del colon se encuentra en constante competencia por nutrientes y sitios 
de adhesión, además de producir moléculas como ácidos grasos volátiles, sulfato de hidrógeno, 
ácidos biliares secundarios, las cuales dificultan la colonización de nuevas bacterias (Wilson, 
1993). Para que se produzca la ICD, primero debe haber una disbiosis de la flora intestinal Ésta 
ocurre como consecuencia de la terapia con antibióticos como clindamicina, cefalosporinas y 
fluoroquinolonas (Carrico et al., 2013).  
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 Para que ocurra la germinación de las esporas de C. difficile es importante la presencia de 
ácidos biliares. Los ácidos biliares son esteroles sintetizados a partir del colesterol y cumplen 
diversas funciones como solubilizar y ayudar a la digestión y absorción de los compuestos 
lipídicos. Los ácidos biliares más abundantes en humanos son el ácido cólico y el 
quenodeoxicólico, estos ácidos biliares primarios pueden ser transformados mediante 
dehidroxilación a ácido deoxicólico y litocólico, respectivamente (Duboc et al., 2014). Los ácidos 
biliares pueden encontrarse conjugados con aminoácidos como glicina o taurina y son secretados 
por los hepatocitos, concentrados en la vesícula biliar para ser liberados al duodeno después de la 
ingesta de alimentos (Ridlon et al., 2006). Los ácidos biliares son reabsorbidos en el íleon distal y 
retornados mediante la circulación entero hepática al hígado para su secreción en la bilis, este 
transporte es altamente eficiente (transporta un 95% de los ácidos biliares), sin embargo, entre 400-
800 mg de ácidos biliares no son recirculados, funcionando como sustrato para su metabolización 
bacteriana por parte de la flora intestinal en el colon, en procesos como la  desconjugación y 7α-
deshidroxilación, transformando de este modo a los ácidos biliares primarios en ácidos biliares 
secundarios (Ridlon et al., 2006).  
Las sales biliares son importantes en la patogénesis de la ICD ya que el colato y sus 
derivados actúan como germinantes de las esporas de C. difficile, siendo taurocolato el más 
eficiente, mientras que otras sales biliares como el quenodeoxicolato actúan inhibiendo la 
germinación. En el intestino delgado la concentración de ambas sales primarias es similar, sin 
embargo, el quenodeoxicolato se absorbe 10 veces más que el colato en el íleon. En presencia de 
una flora intestinal normal el colato es hidroxilado en sal biliar secundaria deoxicolato por 
diferentes bacterianas evitando la germinación de las esporas de C. difficile (Ridlon et al., 2006; 
Taur y Pamer, 2014). Sin embargo, cuando existe una disbiosis el colato no es transformado en sal 
biliar secundaria, produciendo que este aumente sus niveles en el intestino grueso, pudiendo 
generar la germinación de las esporas en el ciego (Sorg y Sonenshein, 2009). Es así como la 
presencia de bacterias que transforman las sales biliares primarias a secundarias se asocian a 
resistencia a la ICD. (Buffie et al., 2014).  Una vez que las esporas han germinado, las células 
vegetativas pueden adherirse a la superficie del intestino grueso y colonizarlo, siendo el principal 
sitio de infección el ciego (Ward y Young, 1997). 
 
14 
 
3.2.2  Rol de las toxinas de C. difficile. 
 
Una vez que C. difficile ha germinado puede liberar sus dos principales factores de 
virulencia: enterotoxina A (TcdA) y la citotoxina B (TcdB). Su expresión se encuentra aumentada 
durante la fase estacionaria y es regulada por las condiciones ambientales, siendo inhibida por 
fuentes de carbono e inducida por antibióticos. Estas toxinas se encuentran codificadas en el locus 
de patogenicidad de C. difficile, el cual contiene 5 genes; tcdA, tcdB, tcdR, tcdC y tcdE. Los genes 
tcdA y tcdB codifican a las toxinas A y B respectivamente, mientras que tcdR codifica a un factor 
sigma alternativo que actúa como regulador positivo de la transcripción de las toxinas (Mani y 
Dupuy, 2001). En cuanto a tcdC, este da origen a un regulador negativo de la expresión de las 
toxinas y actúa desestabilizando la unión de TcdR con  la ARN polimerasa (Matamouros et al., 
2007). El gen tcdE posee una secuencia similar a las holinas de bacteriófagos sugiriendo que su 
función sería crear lesiones líticas en la membrana para facilitar la salida de las toxina A y B hacia 
el medio extra celular, puesto que estas no poseen péptido señal y se acumulan en el citoplasma 
(Tan et al., 2001). 
TcdA y TcdB corresponden a proteínas de 308 kDa y 369,6 kDa, respectivamente. Éstas 
tienen cuatro dominios en su estructura; Un dominio C-terminal de unión al receptor, un N-terminal 
con actividad biológica, un dominio de entrega y un dominio de clivaje. El receptor para TcdA en 
humanos es gp96, mientras que el receptor para TcdB aún no ha sido descrito. Una vez que se une 
la toxina al receptor, esta es endocitada y luego, al disminuir el pH del endosoma, se produce la 
neutralización de residuos ácidos de un segmento del dominio de entrega, haciendo que este se una 
a la membrana del endosoma y forme un poro. Posteriormente, se traslocan los dominios de clivaje 
con actividad biológica al citoplasma, y el dominio de clivaje realiza la auto-proteólisis liberando 
al dominio con actividad glucosiltransferasa. Este último inactiva GTPasas de la familia Rho 
mediante la unión covalente de glucosa al sitio de unión de proteínas reguladoras y efectores (Jank 
y Aktories, 2008; Pruitt y Lacy, 2012; Voth y Ballard, 2005). 
Las GTPasas Rho modulan la actividad de efectores en la célula como proteínas quinasa y 
fosfolipasas que regulan múltiples funciones celulares como el ciclo celular, adhesión célula-
célula, secreción de citoquinas, mantención del citoesqueleto,  migración de células del sistema 
inmune, fagocitosis y producción de óxido nítrico (Aktories, 2011; Jank y Aktories, 2008). Así, la 
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inactivación de proteínas Rho por efecto de las toxinas de C. difficile lleva a la disrupción del 
citoesqueleto de actina y pérdida de las uniones estrechas con el consiguiente desprendimiento 
celular, aumento en la permeabilidad epitelial, acumulación de fluidos y apoptosis, generando una 
disrupción en la barrera epitelial del colon. Además, las toxinas inducen la secreción de citoquinas 
pro-inflamatorias como interleuquina-1 (IL-1), IL-6, IL-8 y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-
α) (Pruitt y Lacy, 2012) las que están mediadas por la activación previa de NF-κB (Jefferson et al., 
1999). 
 
 
Figura 1: Acción de toxinas de C. difficile. Modificado (Aktories, 2011). 
3.3 Respuesta inmune a la infección 
 
Un primer paso para prevenir la colonización por C. difficile son los mecanismos innatos de 
defensa, estos consisten en barrera físicas y químicas, como una capa de mucus formado por agua 
y mucinas, la cual previene el contacto con las células epiteliales. Las células epiteliales expresan 
receptores tipo Toll en su membrana y receptores citoplasmáticos tipo NOD, los que reconocen 
patrones moleculares asociados a patógenos (PMAPs). Estos receptores inducen  la producción de 
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moléculas con actividad antimicrobiana por células de Paneth como defensinas, lectina y RegIIIγ 
(Abbas et al., 2015; Wilson, 2008). En respuesta al daño epitelial generado por las toxinas de C. 
difficile, las células epiteliales secretan interleuquina-8 (IL-8) y proteína inflamatoria de 
macrófagos (MIP), las que inducen reclutamiento y activación de neutrófilos y monocitos. Además, 
se estimula la producción de citoquinas pro-inflamatorias como IL-1, IL-6, IL-8 y TNF-α por parte 
de monocitos, macrófagos y células dendríticas (Kelly y Kyne, 2011). 
TcdA y TcdB producen la liberación de sustancia P y neurotensina por nervios entéricos, 
esto produce un aumento en la secreción de cloruro. También se degranulan mastocitos, liberando 
histamina y aumentando la permeabilidad endotelial, con la consiguiente pérdida de fluidos hacia 
el lumen intestinal, lo que asociado al proceso inflamatorio desencadena la diarrea (Aktories y 
Barbieri, 2005; Kelly y Kyne, 2011). 
Como resultado de la liberación de citoquinas se promueve la maduración de células 
plasmáticas y linfocitos B de memoria con la respectiva producción de inmunoglobulinas (Ig). 
Dentro de estas, la IgA juega un rol importante en la inmunidad en mucosas. En el caso de IgM e 
IgG anti TcdA y TcdB, una alta concentración  al tercer y doceavo día post diarrea se han asociado 
a una menor probabilidad de presentar recurrencias y una alta concentración de IgG producida al 
momento de la colonización protege frente al desarrollo de la ICD (Kelly y Kyne, 2011). 
 
3.4 Cuadro Clínico 
 
C. difficile puede causar síntomas de variable intensidad, que abarcan desde un cuadro leve 
caracterizado por diarrea de baja intensidad sin síntomas sistémicos, cuadros de diarrea profusa 
asociada a síntomas como náuseas y/o fiebre, hasta llegar a una colitis pseudomenbranosa, 
megacolon tóxico, perforación intestinal, sepsis y muerte en el caso de cuadros graves (Bartlett, 
2002; Espino, 2009). También pueden presentarse otras complicaciones en cuadros graves como 
son la deshidratación, hipotensión, hipoalbuminemia, falla renal, entre otras (Cohen et al., 2010). 
No existe un único criterio para definir a los pacientes con ICD grave. Existe consenso que 
pacientes con una evolución grave son los que requieren de hospitalización en unidad de cuidado 
intensivo a causa de la ICD, son sometidos a colectomía o mueren dentro de 30 días desde que 
presentaron la ICD (McDonald et al., 2007). Sin embargo, esta definición solo incluye un número 
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menor de casos de ICD y considera solo los casos después que la enfermedad ha seguido su curso, 
por lo que no permite clasificar a priori a los pacientes para así dar un tratamiento adecuado 
(Henrich et al., 2009). Se han propuesto diversos índices pronóstico como el de Hines VA, 
University of Calgary, UPMC con variada eficiencia, no obstante no existe un índice validado para 
determinar la gravedad de la ICD (Fujitani et al., 2011). Los índices pronósticos presentan alto 
valor predictivo negativo pero su valor predictivo positivo es deficiente, por lo que tienden a 
sobreestimar el número de pacientes que desarrollarán una ICD grave (Hernández-Rocha et al., 
2014). Estos índices utilizan diferentes criterios de gravedad para determinar un puntaje y así poder 
clasificar a los pacientes, pero también es posible examinar estos por separado como marcadores 
de gravedad, los que pueden correlacionarse con una colitis grave (M P Bauer et al>, 2009). En la 
Tabla 1 podemos ver los principales marcadores de gravedad. 
Otro importante marcador de gravedad e inflamación intestinal es la calprotectina fecal 
(MRP8/14), la cual es una proteína de unión a calcio que se encuentra en alta concentración en el 
citoplasma de neutrófilos, monocitos y macrófagos. Cuando existe inflamación intestinal aumenta 
la migración de neutrófilos a la zona y su salida al lumen intestinal produce que la calprotectina 
aumente su concentración en deposiciones de forma proporcional a la intensidad de la infiltración 
neutrofílica (Lehmann et al., 2015; Sherwood, 2012). Además, posee la ventaja de ser un método 
de medición no invasivo a diferencia de la colonoscopía, biopsia y tomografía axial computarizada. 
Este método permite discriminar entre distintas enfermedades intestinales como la enfermedad 
inflamatoria intestinal, el síndrome del intestino irritable, entre otras (S. Wang et al., 2013). 
Tabla 1: Marcadores de Gravedad 
Examen Físico 
Dolor abdominal 
Distención abdominal 
Sensibilidad abdominal 
Temperatura ≥38.0 ºC 
Hipotensión 
Datos de Laboratorio: 
Recuento de leucocitos ≥15,000 células/mm3 
Nivel de albúmina < 3 mg/dL 
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Nivel de lactato ≥2.5 mmol/L 
Nivel creatinina en suero >50% de valor basal 
Imagenología: 
Distención del intestino 
Engrosamiento de la pared 
Ascitis no explicada por otras causas 
Tabla realizada a partir de datos obtenidos de Bauer et al., 2009; Fujitani et al., 2011. 
 
3.5 Factores de riesgo de ICD grave  
 
La ICD puede presentar diversas manifestaciones clínicas, por lo que se hace necesario tener 
disponibles indicadores que permitan predecir la gravedad del resultado clínico. En este ámbito se 
ha planteado que la infección por cepas hipervirulentas podría generar diferencias en la gravedad 
del cuadro de la ICD, en especial el ribotipo 027, ya que este se ha asociado a epidemias en América 
del Norte y Europa (McDonald et al., 2005; Warny et al., 2005), a una mayor producción de 
toxinas, a un mayor efecto citopático y a una mayor esporulación (Matamouros et al., 2007; Pruitt 
y Lacy, 2012; Stabler et al., 2009). Sin embargo, en estudios donde se ha relacionado la gravedad 
del cuadro clínico presentado, con el ribotipo de la cepa de C. difficile causante, no se ha visto una 
correlación positiva entre éstos en un marco no epidémico (Cloud et al., 2009; Morgan et al., 2008; 
Sirard et al., 2011; Walk et al., 2012), así como tampoco se ha visto una relación entre el fenotipo 
de la bacteria con una mayor gravedad del cuadro clínico (Plaza-Garrido et al., 2015). Es por esto 
que el estudio de factores de riesgo de ICD grave asociados al hospedero se hace más importante 
al momento de predecir el resultado clínico. 
Dentro de los factores de gravedad que se relacionan al hospedero se encuentran: la edad 
(mayor a 60-70 años), la presencia de comorbilidades (como cáncer, enfermedad renal o 
enfermedad inflamatoria intestinal), además del estado inmunológico del paciente 
(Ananthakrishnan et al., 2012; Larentis et al., 2015; Navaneethan et al., 2012; Sailhamer et al., 
2009; Welfare et al., 2011). Sin embargo, no se conocen marcadores genéticos humanos 
relacionados con la gravedad que permitan predecir el resultado clínico y así ayudar a seleccionar 
el tratamiento más adecuado. 
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3.6 El receptor de ácidos biliares acoplado a proteína G (GPBAR1) 
 
Los ácidos biliares cumplen diversas funciones, además de su rol en el metabolismo y 
absorción de lípidos, actúan como moléculas de señalización endocrinas y paracrinas y tienen 
funciones inmunomoduladoras (Keitel et al., 2008). Los ácidos biliares son capaces de generar 
estos efectos mediante la unión a receptores, como el nuclear farnesoide X o el receptor de 
membrana, GPBAR1, el cual genera aumento de AMPc de forma dosis dependiente en respuesta a 
la unión de ácidos biliares (Maruyama et al., 2002). 
GPBAR1 es un receptor de membrana acoplado a proteína G que se encuentra conservado 
en mamíferos (Hov et al., 2010). GPBAR1 se encuentra distribuido en forma ubicua en todo el 
organismo, teniendo sus mayores niveles de expresión en íleon y colon en ratones (Maruyama 
et al., 2006) y en monocitos/macrófagos en humanos (Kawamata et al., 2003). Se ha visto que en 
macrófagos de conejo incubados con lipopolisacárido (LPS), la producción de AMPc se encuentra 
aumentada y la expresión de citoquinas pro-inflamatorias como TNF-α, IL-1, IL-6, e IL-8, se 
encuentra disminuida cuando estos son tratados previamente con el ácido biliar, taurolitocólico 
(Kawamata et al., 2003). 
La unión de ácidos biliares a GPBAR1 causa la activación de la proteína-G y de la enzima 
adenilato ciclasa, la cual generará un aumento intracelular de AMPc (Kawamata et al., 2003) que 
inhibe la translocación de NF-κB al núcleo, reduciendo su actividad transcripcional y, por ende, la 
expresión de citoquinas pro-inflamatorias, ejerciendo una actividad inmunomoduladora (Pols 
et al., 2011). Esto junto con su marcada presencia en el tracto gastrointestinal lo hace un interesante 
foco de estudio en enfermedades donde se produce inflamación en el intestino. 
 
3.6.1  Polimorfismo en el gen de GPBAR1 
 
En humanos el gen que codifica a GPBAR1 se encuentra en el cromosoma 2q35. En un 
estudio Noruego de pacientes con colangistis esclerosante primaria (CEP) y colitis ulcerosa (CU), 
la secuenciación del gen GPBAR1, mostró que existen 3 SNP, rs3731859, rs13003334 y 
rs11554825 asociados al fenotipo. La frecuencia del SNP rs11554825 fue alta en esta población y 
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presentó desequilibrio de ligamiento asociado a esa enfermedad (Hov et al., 2010). En el mismo 
sentido, el SNP rs11554825 se ha asociado al síndrome del intestino irritable relacionándose la 
presencia del alelo de menor frecuencia (CT/CC) a un tránsito del intestino delgado más rápido, lo 
cual pudiese estar asociado a una menor actividad de GPBAR1 (Camilleri et al., 2011). 
El SNP rs11554825 está localizado en el exón 1 del gen de GPBAR1 y corresponde a una 
mutación no codificante, donde existe un cambio de C/T. La proporción del alelo de menor 
frecuencia (C), el cual se asocia a las enfermedades antes mencionadas en poblaciones caucásicas 
es alta, siendo aproximadamente 41-45% (Camilleri, 2014; Camilleri et al., 2011; Hov et al., 
2010). 
 
3.6.2 Efecto de la mutación de GPBAR1 en colon de ratones 
 
Se ha observado que la deleción del gen de Gpbar1 altera la estructura del colon y la 
integridad de la barrera epitelial en ratones. En un estudio realizado en ratones Gpbar1 -/- se 
encontró que estos presentaban una distorsión de la arquitectura del colon en cortes histológicos, 
con una pérdida de la celularidad y bifurcación de las criptas. Además observaron una menor 
expresión de las proteínas de las uniones estrechas ocludina y cadherina-E y un aumento en la 
expresión de zonulina-1, pero con distribución alterada (Cipriani et al., 2011). Por otra parte, en 
ratones Gpbar1 -/- la gravedad de la colitis producida por el agente químico dextran sulfato de sodio 
(DSS) es mayor que en los ratones que poseen el receptor, presentado mayor daño histológico en 
el colon, un aumento en la diarrea y un aumento de la permeabilidad intestinal evaluada por 
Dextran-FITC (Cipriani et al., 2011). 
También se ha observado que ratones Gpbar1 -/- son más susceptible a inflamación gástrica 
producida por lipopolisacárido (LPS) que los ratones salvajes y que GPBAR1 actúa como un 
regulador negativo de la inflamación en el estómago inhibiendo la vía de señalización de NF-κB 
(Guo et al., 2015).  
En resumen, las toxinas de C. difficile generan alteración de uniones estrechas, de la barrera 
epitelial intestinal y respuesta inmune. La ausencia del receptor GPBAR1 está asociada a alteración 
de uniones estrechas y una mayor respuesta inflamatoria en un modelo murino. Además, dado que 
el SNP rs11554825 del gen GPBAR1 es frecuente en humanos y se ha asociado a una menor función 
21 
 
del receptor y a enfermedades inflamatorias gastrointestinales, es posible plantearse la siguiente 
pregunta: ¿existe una correlación entre la presencia del SNP rs11554825 en el gen del receptor 
GPBAR1 y la gravedad de la infección causada por C. difficile Con el objetivo de dilucidar esta 
interrogante se plantea la siguiente hipótesis y objetivos. 
 
3.7 Hipótesis 
 
La presencia del SNP rs11554825 en el gen de GPBAR1 aumenta la gravedad de la infección 
causada por C. difficile. 
 
3.8 Objetivos 
 
3.8.1 Objetivo general 
 
Determinar si la presencia de SNP rs11554825 en el gen de GPBAR1 en pacientes con 
infección por Clostridium difficile se correlaciona con un aumento en la gravedad. 
 
3.8.2 Objetivos específicos 
 
i. Determinar la frecuencia del SNP rs11554825 en el gen de GPBAR1, en individuos que 
presentan una ICD. 
ii. Evaluar si la presencia del polimorfismo en el gen de GPBAR1 se correlaciona con la 
gravedad del cuadro clínico por C. difficile. 
iii. Determinar si existe correlación entre el SNP rs11554825 y la respuesta inflamatoria en 
pacientes infectados con C. difficile. 
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4 Materiales y métodos 
4.1.1 Soluciones 
 
Tampón fosfato salino (PBS) 10X: 8 g/L de NaCl (Merk), 2 g/L de KCl (Merk), 11.28 g/L 
de Na2HPO4 (Winkler) y 2.4 g/L de KH2PO4 (Winkler). Se esterilizó a 121°C y a 1.5psi por 20 
min. 
PBS-T: PBS 1X, 0.05% Tween 20 (Sigma). 
Solución sustrato: 24.4 g/L de C6H8O7.H2O (Winkler), 75.67 g/L de Na2HPO4 (Winkler), 
H2O2 10% (Merk), OPD 0.133 % (Sigma). Preparado en el momento de usar. 
TAE 1X: 4.84 g/L de Tris (Winkler), 1.142 mL/L de Ácido Acético glacial (Winkler) y 0.372 
g/L de EDTA (Winkler). 
TES:  20 mM de Tris-HCl pH 7.4, 25 mM de EDTA (Winkler) y 75 mM NaCl (Merk).  
 
4.1.2 Geles 
 
Gel de agarosa 1%: 1 g de agarosa (Bio-Rad) en 100 mL de agua destilada. 
 
4.1.3 Partidores y secuencias contexto 
 
Tabla 2: Partidores SNP rs11554825 
 
 
 
 
 
Nombre del partidor Secuencia 5´ 3´ 
FP- SNP AGA GGG ATA GAG AAA TGA G 
RP-SNP TTG GGA GCA GGT ATT GCC T 
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Tabla 3: Secuencia contexto 
Secuencia 5´ 3´ 
GTCCCCACTGGGTGGAGACACCATG[C/T]ACTTGGTCCACTTGTGCTCTTCAGC 
 [ ]: Posición del SNP en la secuencia. 
 
4.1.4 Sondas 
 
Tabla 4: Códigos de sondas 
Gen Código Fluoróforo 
GPBAR1 (rs11554825) C___3058851_10  
TNF Hs99999043_m1 FAM-MGB 
IL-8 Hs00174103_m1 FAM-MGB 
IL-1β Hs00174097_m1 FAM-MGB 
GAPDH Hs99999905_m1 FAM-MGB 
B2M Hs99999907_m1 VIC-PL 
 
4.2 Determinar la frecuencia de SNP rs11554825 en la población 
4.2.1 Participantes del estudio, pacientes con ICD y voluntarios sanos 
 Para realizar este trabajo se obtuvo la aprobación del Comité de Ética e Investigación de la 
Escuela de Medicina de la Pontificia Universidad Católica de Chile (Figura 12, anexo). Se tomaron 
muestras de 67 pacientes hospitalizados en la clínica y el hospital clínico de la Pontificia 
Universidad Católica de Chile. Los criterios de inclusión fueron; tener más de 18 años, poder 
entregar el consentimiento informado personalmente (Figura 13, anexo), y tener menos de 48 horas 
de tratamiento, además de haber sido diagnosticados con ICD. El diagnóstico se realizó según el 
criterio de la guía de prácticas clínicas para la infección de C. difficile en adultos SHEA/IDSA 
(Cohen et al., 2010), por presentar al menos 3 episodios de diarrea en 24 horas y ser positivo para 
el gen tcdB de C. difficile (Cepheid GeneXpert PCR) en muestras de deposiciones. Este examen 
fue realizado por el Laboratorio Clínico de la Universidad Católica. Se excluyeron del estudio 
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aquellos pacientes que tenían dificultad de acceso venoso o extracción de sangre mayor a 6 mL/kg 
en las últimas 2 semanas. 
4.2.2 Extracción ADN total 
Para la genotipificación se realizó extracción de ADN a partir de sangre total, mediante 
DNAzol BD Reagent (Invitrogen) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Se realizó la 
adición de un paso previo de lisis para obtener un mejor lisado celular y aumentar el rendimiento 
de la extracción. Se incubaron 500 µL de sangre con 500 µL de buffer de lisis (L5, Total RNA 
Blood Purification Kit, PureLink, Invitrogen), por 15 minutos en frío, agitando vigorosamente 2-3 
veces durante la incubación. Luego se centrifugó a 400 xg por 10 minutos a 4 ºC, se eliminó el 
sobrenadante, se adicionó 1 mL de DNAzol al precipitado y se agitó vigorosamente. Para precipitar 
el ADN, se agregó 200 µL de isopropanol y se agitó vigorosamente, luego se incubó a temperatura 
ambiente (TA) por 5 minutos y se centrifugó a 6000 xg por 5 minutos a TA. Se agregó 500 µL de 
DNAzol al precipitado y se agitó hasta lograr la dispersión completa. Se centrifugó a 6000 xg por 
5 minutos a TA y se lavó el precipitado con 1 mL de etanol 75%, luego se centrifugó a 6000 xg 
por 5 minutos a TA para eliminar el etanol, se dejó secar y se resuspendió el precipitado en 100 µL 
de agua libre de nucleasas y se almacenó a -20 ºC. Se midió la concentración de ADN en un 
espectrofotómetro (ND-1000, NanoDrop) y se alicuotó a una concentración de 20 ng/mL. 
4.2.3 Amplificación ADN genómico 
 
Para aumentar la cantidad de ADN genómico disponible para la posterior genotipificación 
se realizó una reacción de cadena de polimerasa (PCR) a la región del SNP rs11554825, para lo 
que se diseñaron partidores con Primer-BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/), 
la secuencia de estos se encuentra en la Tabla 2.  
Para preparar la reacción de amplificación se utilizaron 2,5 µL de Taq Buffer 10X (Thermo 
Scientific), 2 mM de dATP, dCTP, dGTP, dTTP (Thermo Scientific), 2mM de MgCl, 0,625 U de 
Taq ADN polimerasa (Thermo Scientific), 50 ρmoles de cada partidor, 1 µL de ADN templado y 
agua libre de nucleasas hasta alcanzar un volumen de 25 µL. Se utilizó el termociclador MyGene 
Series Peltier Thermal Cycler Model MG96G. 
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El programa de PCR consistió en una denaturación inicial a 95 ºC por 3 minutos, seguido 
de 35 ciclos cada uno con una denaturación a 95 ºC por 30 segundos, alineamiento a 51 ºC por 30 
segundos y una extensión a 72 °C por 12 segundos, la extensión final fue de 15 minutos a 72 ºC. 
Para comprobar la existencia de producto de PCR este se separó mediante un gel de agarosa 1%, 
luego el gel fue corrido por 30 minutos a 90 V y luego fue teñido en bromuro de etidio durante 15 
minutos, posteriormente se expuso a luz UV. 
4.2.4 Genotipificación SNP 
Se realizó la genotipificación del SNP rs11554825 en el gen de GPBAR1, Chr.2: 
219125809, mediante TaqMan® SNP Genotyping Assays (Applied Biosystems), el cual amplifica 
la región de la Tabla 3, como se ha realizado en varias publicaciones (Camilleri et al., 2014, 2011; 
Hov et al., 2010). 
Para la reacción de amplificación se utilizaron; 5.0 µL de TaqMan Universal PCR Master 
Mix, 0.5 µL 20✕ de working stock of SNP Genotyping Assay y 20 ng de ADN templado en 4.5 
µL de agua libre de nuclasas. La reacción se llevó a cabo en un termociclador StepOne™ Real-
Time PCR System (Applied Biosystems) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. 
El programa de PCR consistió en una denaturación inicial a 95 ºC por 10 minutos, luego 40 
ciclos de denaturación a 92 ºC por 15 segundos y un alineamiento/extensión 60 °C por 1 minuto 
cada uno. 
Después de la amplificación se determinó el alelo presente en la muestra mediante el 
análisis de las curvas de amplificación entregadas por el software de detección de secuencia 
(StepOne Sofware v2.3, Applied Biosystems), el cual utiliza las mediciones de fluorescencia de las 
sondas VIC (alelo C) o FAM (alelo T) entregadas por el equipo de PCR. 
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4.3 Determinar la gravedad de la ICD en pacientes con SNP rs11554825 
4.3.1 Clasificación de los pacientes según gravedad de ICD 
Para determinar la gravedad del cuadro clínico, se consideraron los datos de la ficha clínica 
del paciente, así como los exámenes de laboratorio que le fueron realizados. De estos se 
consideraron los datos demográficos como la edad y sexo, además de las variables clínicas como 
la temperatura, presión sanguínea, el número de deposiciones, el volumen de diarrea, uso de 
antibióticos, comorbilidades, frecuencia de diarrea y se observaron las complicaciones de la ICD 
como, megacolon, colectomía y muerte. Respecto a los exámenes de laboratorio se consideraron 
el recuento de leucocitos, para lo cual se excluyeron los pacientes con leucopenia secundario a 
cáncer o fármacos inmunosupresores. También se consideró la proteína C reactiva, la creatinina y 
el nivel de albumina sérica, excluyéndose los pacientes con enfermedad renal u hepática moderada 
a severa.  
Los pacientes se clasificaron de acuerdo a si presentaban o no cada uno de los siguientes 
predictores de gravedad como, leucocitosis mayor o igual a 15000 células/mm3, creatinemia mayor 
o igual a 2 mg/dL o un aumento mayor o igual al 50% de su valor previo a la ICD, temperatura 
mayor a 38 ºC o si el nivel de albúmina sérica era menor a 3 g/dL (Hernández-Rocha et al., 2014). 
Una vez que se clasificaron los pacientes se correlacionó con la presencia del alelo de riesgo 
frecuencia (TC/CC) o el alelo control (TT) para determinar si existe relación entre la presencia del 
alelo C con una mayor gravedad de los síntomas clínicos presentados. 
 
4.4 Evaluar la respuesta inflamatoria sistémica frente a C. difficile 
Con el fin de medir la respuesta inflamatoria sistémica se determinó la concentración de las 
citoquinas pro-inflamatorias IL-1β, IL-8, interferón gamma (IFN-γ) y TNF-α. 
4.4.1 Extracción de ARN de sangre total 
Para la extracción de ARN a partir de muestras de sangre total fresca, se utilizó un kit 
comercial (Total RNA Blood Purification Kit, PureLink, Invitrogen) según las instrucciones del 
fabricante. Primero se realizó un enriquecimiento de leucocitos, para lo cual se agregaron a 250 µL 
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de muestra de sangre total 1 mL de buffer de lisis, se incubó 15 minutos a 4ºC agitando 
vigorosamente cada 3 minutos. Se centrifugó el lisado a 4 ºC por 10 minutos a 400 xg. Se descartó 
el sobrenadante y el pellet se resuspendió en 500 µL de buffer de lisis, se centrifugó a 4 ºC por 5 
minutos a 400 xg. Se resuspendió el pellet en 350 µL de buffer de lisis y se homogenizó por vortex 
brevemente, finalmente se agregaron 350 µL de etanol 70 %.  
Para la purificación se utilizó una columna a la cual se le adicionó la muestra enriquecida. 
Ésta se centrifugó por 1 minuto a 8000 xg, luego se descartó el flujo, se lavó con 700 µL buffer de 
lavado y se centrifugó por a TA por 30 segundos a 8000 xg. Una vez descartado el flujo se 
realizaron 2 lavados con 500 µL de buffer de lavado y se centrifugó a TA por 30 segundos a 800 
xg, se centrifugó a TA por 1 minuto a 800 xg y finalmente para eluir el ARN se agregaron 30 µL 
de agua libre de ARNsa, se incubó por 1 minuto a TA y se centrifugo a TA por 1 minuto a 8000 
xg, este paso se realizó 2 veces. Se midió la concentración de ARN en un espectrofotómetro (ND-
1000, NanoDrop) y se alicuotó a una concentración de 100 ng/mL. El ARN se almacenó a -80 ºC. 
Toda la extracción se realizó en tubos estériles y con reactivos libres de ARNasa. 
4.4.2 Expresión de citoquinas  
Se cuantificó la expresión de las citoquinas IL-1β, IFN-γ, TNF-α y IL-8, utilizando como 
control GAPDH y B2M mediante qRT-PCR (TaqMan® RNA-to-CT™ 1-Step Kit, Applied 
Biosystems) a partir de muestras de ARN. La reacción de amplificación se preparó para cada sonda, 
el código de cada una se encuentra en Tabla 4, con 0.5 µL Taqman Assay (sonda y partidores), 5 
µL TaqMan® RT-PCR Mix (AmpliTaq Gold® DNA polimerasa, ultra pura, dNTPs y buffer), 1 
µL templado ARN a 20 ng/µL, 3.4 µL agua libre de nucleasas, 0.1 µL TaqMan® RT Enzyme Mix 
(transcriptasa reversa ArrayScript™ UP e inhibidor de ARNsa). La reacción se llevó cabo en un 
termociclador StepOne™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems), de acuerdo a la 
instrucción del fabricante. 
El programa de PCR utilizado corresponde a una transcripción reversa a 48 ºC por 15 
minutos, seguido de una denaturación inicial a 95 ºC por 10 minutos, luego 40 ciclos de 
denaturación a 95 ºC por 15 segundos y un alineamiento/extensión 60 °C por 1 minuto cada uno. 
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Para calcular la expresión de citoquinas se utilizó el método de 2-ΔΔCT a partir de los ciclos 
umbrales (CT) entregados por el equipo de PCR, donde se calculó la expresión relativa de los genes 
de interés en los pacientes respecto de los individuos controles, normalizados con la expresión del 
gen endógeno GAPDH (Livak y Schmittgen, 2001). 
∆𝐶𝑇𝑚 = 𝐶𝑇𝑚𝑝 − 𝐶𝑇𝑚𝑒 
∆𝐶𝑇𝑐 = 𝐶𝑇𝑐𝑝 − 𝐶𝑇𝑐𝑒 
∆∆𝐶𝑇 =  ∆𝐶𝑇𝑚 − ∆𝐶𝑇𝑐 
2−∆∆𝐶𝑇 = 2−(∆𝐶𝑇𝑚−∆𝐶𝑇𝑐) 
m: muestras de paciente 
c: muestra de control 
p: gen de interés 
e: gen de control endógeno 
 
4.4.3 Medición de títulos de antitoxina A y antitoxina B 
La gravedad de la ICD depende en gran medida de la respuesta inmune que pueda generar el 
hospedero a la infección, siendo mayor en individuos que no generan una respuesta inmune 
adecuada. En el caso de la inmunidad adaptativa se han observado títulos séricos de IgG anti toxina 
A y B mayores al momento de la colonización en portadores asintomáticos respecto a pacientes 
que desarrollan diarrea (Kyne et al., 2000). Además, bajos niveles de anticuerpos séricos anti-
toxina A y anti-toxina B se asocian a mayor recurrencia de ICD (Leav et al., 2010). Con el fin de 
evaluar la respuesta humoral del hospedero a la presencia de toxinas de C. difficile, se realizaron 
pruebas de ELISA para medir los títulos de IgG anti-toxina A y B, según se ha descrito previamente 
(Ciaran P Kelly et al., 1992, Warny et al., 1994). Para esto se recubrieron los pocillos de una placa 
de 96 con las toxinas A (0.05 ng/pocillo) o toxina B (0.1 ng/pocillo) purificadas en PBS 1X, las 
toxinas fueron donadas por Dra. Diana López del Laboratorio de investigación de bacteriología 
anaerobia de la Universidad de Costa Rica. Se realizó una incubación O/N a 4 ºC, luego se procedió 
a realizar 5 lavados con 100 µL PBS-T por 3 minutos en agitación a TA. Para el bloqueo se 
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adicionaron 100 µL de PBS-T 5% suero de albumina bovina (BSA) (Winkler) por 60 minutos en 
agitación a TA. Se hicieron 5 lavados con 100 µL PBS-T por 3 minutos en agitación a TA. Se 
agregaron 50 µL de suero muestra diluido 1:2 en PBS-T 1% BSA. Se incubaron por 90 minutos en 
agitación a TA. Se realizaron 5 lavados con 100 µL PBS-T de lavado por 3 minutos en agitación a 
TA. Se agregaron 100 µL de anticuerpo α- human HRP Goat 1:5000 (Sigma) en PBS-T 1% BSA 
y se incubó por 60 minutos en agitación a TA.  Se hicieron 5 lavados con 100 µL PBS-T por 3 
minutos en agitación a TA. Se agregaron 50 µL de solución sustrato y se incubó por 20 minutos a 
TA en obscuridad. Se detuvo la reacción con 25 µL de H2SO4 2,25 M (Merk) y se midió la 
densidad óptica (OD) a 492nm en un lector de absorbancia de placas (Tecan Infinite f50, 
Genexpress). 
Se realizaron curvas de calibración a distinta concentración del suero de 2 pacientes con 
recurrencia para la toxina A y B (Figura 2, Figura 3) para asegurar que existe una relación lineal 
entre la concentración del suero y la presencia de IgG antitoxina. Además, se utilizó como control 
negativo el suero de un sujeto sano que nunca hubiese presentado una ICD. A los valores de OD 
de las muestras se les resto el valor del blanco y se consideró como negativo el presentar un OD 
menor de 5 veces el valor del blanco, como levemente positivo entre 5 a 10 veces y como altamente 
positivo si presentaron 10 o más veces el valor del blanco, como se ha considerado en otras 
publicaciones (Kelly et al., 1992).  
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Figura 2: Curva de concentración IgG antitoxina A. 
Muestra de paciente con ICD recurrente (n=2). Barra representa el error 
estándar. R2=9501. 
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Figura 3: Curva de concentración IgG antitoxina B.  
Muestra de paciente con ICD recurrente (n=2). Barra representa el error 
estándar. R2=9438. 
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4.5 Evaluar la respuesta inflamatoria local frente a C. difficile 
4.5.1 Medición de calprotectina fecal 
Se evaluó la inflamación local mediante la medición de calprotectina fecal (MRP8/14). Para 
medir los niveles de calprotectina a partir de muestras de deposiciones de pacientes previamente 
almacenadas a -80ºC, se enviaron las muestras al laboratorio clínico de la Pontificia Universidad 
Católica de Chile, donde se realizó una prueba de ELISA mediante un kit comercial (Ridascreen). 
Las muestras de heces se conservaron continuamente de 2 a 8 °C antes de usarlas. Se pesó 100 mg 
de muestra de heces y se agregó 5 mL de tampón de extracción diluido 1:50. la suspensión de heces 
fue homogeneizada por vortex. Se incubaron las muestras durante 5 min TA y se volvieron a 
homogeneizar mediante vortex. La suspensión homogeneizada se centrifugó a 3000 xg durante 10 
minutos. Se diluyeron 20 µL del sobrenadante clarificado en 980 µL del tampón de dilución (1:50). 
Se añadieron 100 µL de la dilución de la muestra de heces en los pocillos de una placa de 96 y se 
incubó la placa a TA durante 1 hora. Se eliminó el sobrenadante y se lavó la placa cinco veces con 
300 μL de tampón de lavado diluido. Se agregaron 100 μL de Anticuerpo monoclonal de ratón 
conjugado con peroxidasa en una solución proteica estabilizada en cada pocillo. Se incubó la placa 
a TA durante 1 hora.  Se eliminó el sobrenadante y se lavó la placa 5 veces con 300 μL de tampón 
de lavado diluido. Se añadió 100 μL de Sustrato; peróxido de hidrógeno/tetrametilbencidina en 
cada pocillo. Se incubó la placa a TA durante 15 horas en condiciones de oscuridad. Después, se 
frenó la reacción añadiendo 50 μL de ácido sulfúrico 1 N en cada pocillo. Se mezcló y midió la 
absorbancia a 450 nm (longitud de onda de referencia ≥ 620 nm) en un lector de placas. Se realizó 
una curva estándar con 5 puntos. Se considerarán como indicadores de inflamación valores 
mayores a 50 µg/g según se indica en la literatura (Burnham y Carroll, 2013). 
 
4.6 Análisis estadístico 
 
Las variables categóricas se presentan como número de pacientes y estas fueron organizadas 
en tablas de contingencia y analizadas mediante test exacto de Fisher, mientras que las variables 
continuas se analizaron mediante la prueba de Kruskal-Wallis en el caso de existir 3 o más grupos, 
y mediante test de Mann-Whitney cuando solo existían dos. Para estos análisis se utilizó GraphPad 
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prims 6. Los valores atípicos fueron detectados mediante el test de Grubbs y fueron excluidos del 
análisis. Para esto se utilizó Xlsast y Microsoft Excel. Para todos los análisis se consideró 
significativo un p <0,05 de dos colas. 
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5 Resultados 
 
5.1 Estadística descriptiva 
 
Se analizó un total de 67 pacientes para este estudio, en la Tabla 5 se pueden observar sus 
principales características. La edad promedio de los pacientes fue de 54 años (desviación estándar 
[SD] ± 19,4) siendo un 55% hombres y un 45% mujeres. Este amplio rango de edad (54 ± 19) se 
encontraba distribuido de forma desigual (Figura 11, anexo), y como la edad juega un papel 
preponderante en la respuesta inmune, metabolismo, concentración de proteínas (Rooyackers et al., 
1996; Schmucker, 1998; St-Onge y Gallagher, 2010; Weiskopf et al., 2009), nos preguntamos si 
esta se encontraba alterando nuestros resultados. Por esto dividimos a los pacientes considerando 
los dos grupos etarios principales de 18 a 50 años y de 51-90 años y analizamos los promedios de 
edad para cada genotipo y variable a medir y pudimos observar que no existían diferencias de más 
de 10 años de edad en la mayoría de los grupos (Tabla 7, anexo), siendo la albumina sérica la 
excepción.  
La mayoría de los pacientes presentaron comorbilidades y se encontraban tomando algún 
tipo de medicamento cuando presentaron la ICD. Se pueden ver las principales comorbilidades en 
la Figura 4b, dentro de las que se destacan: hipertensión arterial (HTA, 39%), neoplasias (27%), 
enfermedad renal (25%) y diabetes mellitus (21%). Dentro de los medicamentos de uso más 
frecuente se encontraron los antibióticos (55%), antihipertensivos (52%), y los inhibidores de la 
bomba de protones (IBP, 39%). La Figura 4a muestran los distintos medicamentos que se 
encontraban utilizando los pacientes.  
 
Tabla 5: Características de los pacientes de estudio 
Variable     Genotipo C Genotipo T p 
Edad (años ± SD)  51,9 ± 18 56,8 ± 23,6 N.S 
Sexo (%)  Masculino 43 54 N.S 
34 
 
  Femenino 57 46 N.S 
Comorbilidades (%)  94 92 N.S 
Índice de Charlson  3,79 ± 3,2 5,41 ± 3,9 N.S 
Uso de medicamentos (%)  89 85 N.S 
Hospitalización previa (%)  60 23 0,001 
ICD previa (%)  13 15 N.S 
N° de ICD previas (n ± SD)  1,33 ± 0,8 1 ± 0,0 N.S 
Lugar de inicio de la diarrea (%) 
Ambulatoria 39 38 N.S 
Hospitalizado 61 62 N.S 
Se utilizó test exacto de Fisher para determinar correlación entre variables categóricas y el test de 
Mann-Whitney para variables continuas. 
35 
 
 
5.2 Frecuencia del polimorfismo rs11554825 
 
En un estudio realizado por Hov et al. Se determinó que existen variantes del gen de 
GPBAR1, las cuales se asocian a distintas enfermedades gastrointestinales como son la colitis 
ulcerosa y la colangitis esclerosante primaria Además estas variantes disminuyen o eliminan la 
función del receptor GPBAR1. Dentro de las principales variantes se encuentran las mutaciones no 
  
 
Figura 4: Antecedentes de los pacientes.  
(a) consumo de medicamentos, (b) presencia de comorbilidades. Los valores se encuentran 
expresados respecto al porcentaje de pacientes. 
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sinónimas y los polimorfismos de un solo nucleótido, siendo estos últimos de gran frecuencia (Hov 
et al., 2010). En primera instancia nos preguntamos si el SNP rs11554825 se encontraba también 
en una alta frecuencia en los pacientes del estudio. 
Con el fin de responder a esta interrogante se genotipificaron los 67 pacientes con ICD para 
determinar si presentaban la variante genómica de riesgo C en el gen de GPBAR1, Chr.2: 
219125809. En la Tabla 6 se muestran los genotipos de los pacientes incluidos en el estudio, estos 
valores se encuentran dentro del rango esperado (alelo T 39,3%, alelo C 60,7%), encontrándose en 
el caso del alelo control T desde el 7,5 % en individuos africanos de Yoruba hasta el 65% en 
individuos de Japón, mientras que para el alelo de riesgo C los valores se encuentran entre 34,8% 
para individuos Han de China, hasta un 92,5% individuos de Yoruba 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=11554825).  
 
Tabla 6: Genotipo pacientes 
Alelos, n (%) 
T/T C/T C/C 
13 (21,3%) 22 (36,1%) 26 (42,6%) 
 
5.3  La presencia del SNP se asocia a un mayor volumen de diarrea e hipotensión. 
 
Se ha observado en estudios que existe una correlación entre algunas variables clínicas y la 
gravedad del cuadro que se desarrollará por C. difficile. Esto ha dado lugar a que se creen diversos 
índices pronósticos para ayudar a escoger el mejor tratamiento para cada paciente (Hernández-
Rocha et al., 2014; Sailhamer et al., 2009). Por otra parte, alteraciones en el receptor de ácidos 
biliares GPBAR1 se han asociado a mayor gravedad de enfermedades gastrointestinales y su 
ausencia a un aumento de la gravedad de la diarrea causada por DSS en un modelo murino (Cipriani 
et al., 2011). Por lo tanto, se planteó la pregunta de si la variación genética en el receptor de ácidos 
biliares se correlaciona con las variables clínicas predictores de gravedad. 
Para resolver esta interrogante se obtuvieron los datos de la ficha clínica de los pacientes 
donde se consideraron los principales marcadores de gravedad, como son la hipotensión definida 
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como una presión arterial sistólica (PAS) menor a 100 mmHg, la temperatura mayor a 38ºC, etc. y 
se correlacionaron con los distintos genotipos (C/T). 
En cuanto a las variables clínicas se observó una correlación entre el alelo de riesgo C con la 
presencia de hipotensión en los pacientes (P= 0,0364) así como con el aumento del volumen de 
diarrea (P=0,0466), mientras que en otras como la temperatura, dolor abdominal o síntomas 
rectales no presentaron diferencias (Figura 5). 
 
5.4 Los pacientes con el alelo C muestran una tendencia a tener mayores niveles de 
marcadores de inflamación. 
 
Por otra parte, de las principales variables de laboratorio analizadas no se obtuvieron 
diferencias significativas entre estas y el genotipo, sin embargo, existe una tendencia no 
significativa a presentar leucocitosis sobre 15000 cel./mm3 (p=0,0790) y a mayores valores de 
proteína C reactiva (p= 0,0602), en pacientes con el alelo de riesgo C (Figura 6d). En el caso de la 
albumina sérica existe una tendencia a presentar un menor nivel en los pacientes con genotipo C, 
sin embargo, al separar a los pacientes según su rango etario se observa que esto solo ocurre en 
pacientes de edad avanzada (Figura 6c)  
38 
 
 
N
ú
m
e
r
o
 d
e
 p
a
c
ie
n
t
e
s
C T
0
1 0
2 0
3 0
4 0
a
D o lo r  a b d o m in a l
C /d o lo r
S /d o lo r
 
N
ú
m
e
r
o
 d
e
 p
a
c
ie
n
t
e
s
C T
0
1 0
2 0
3 0
4 0
*
V o lu m e n  d e  d ia r r e a
b
A lto
M e d io
o  B a jo
   
N
ú
m
e
r
o
 d
e
 p
a
c
ie
n
t
e
s
C T
0
1 0
2 0
3 0
4 0
c
S in t o m a s  r e c t a le s
c o n
s in
  
G e n o t ip o
N
ú
m
e
r
o
 d
e
 p
a
c
ie
n
t
e
s
C T
0
1 0
2 0
3 0
4 0
T e m p e r a tu r ad
>  3 8  º C
<  3 8  º C
          
G e n o t ip o
N
ú
m
e
r
o
 d
e
 p
a
c
ie
n
t
e
s
C T
0
1 0
2 0
3 0
4 0
*
P r e s ió n  A r t e r ia l  S is t ó l ic a
e
<  1 0 0  m m H g
>  1 0 0  m m H g
   
Figura 5: Variables clínicas. 
Se utilizó test exacto de Fisher para determinar correlación. C corresponde a los genotipos de 
riesgo C/C y C/T y T a genotipo control T/T. * p <0,05. (a) n=55, p=0,746 (EVA), (b) n=55, 
p=0,046, (c) n=55, p=0,073, (d) n=56, p=0,265, (e) n=54, p=0,036.  
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Figura 6: Variables de laboratorio. 
Se utilizó test exacto de Fisher para determinar correlación entre variables categóricas y el test de 
Mann-Whitney para variables continuas. C corresponde a los genotipos de riesgo C/C y C/T y T 
a genotipo control T/T. las barras representan el SEM. * p<0,05. (a) n=49, p=0,243, (b) n=21, 
p=0,295, (c) n=27, p=0,049, (d) n=54, p=0,079, (e) n=40, p=0,542, (f) p=0,060. 
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5.5 Existe un menor nivel de IFN-γ en pacientes con la variante de riesgo de GPBAR-1, sin 
existir diferencias en otras citoquinas. 
 
Una de las funciones del receptor de ácidos biliares GPBAR1 es la de modular negativamente 
la inflamación inducida por NF-κB, produciendo una disminución en la producción de citoquinas 
pro inflamatorias como TNF-α, IL-6, IL-1α, IL-1β en macrófagos murinos y en células de Kuppfer 
en ratas (Lou et al., 2014; Y.-D. Wang et al., 2011). Además, la activación del receptor por su 
agonista produce una disminución de las citoquinas pro inflamatorias TNF-α, IL-12 en monocitos 
humanos y disminución de la inflamación en colitis químicas en ratones (Cipriani et al., 2011; 
Högenauer et al., 2014). Es por esto que nos planteamos si la variación en el receptor de ácidos 
biliares GPBAR1 produciría un aumento en la expresión de citoquinas pro inflamatorias en 
pacientes con ICD. 
Como forma de responder a esta pregunta se midieron los niveles de ARNm de citoquinas 
pro inflamatorias en sangre periférica de pacientes con ICD mediante qRT-PCR y se 
correlacionaron con los genotipos T control y C de riesgo, correspondiente a la variante del 
receptor. 
Se observó un aumento leve, no significativo del ARNm de IL-1β para el genotipo T 
(p=0,10), sin embargo, al analizar la distribución por edades se logró determinar que este efecto 
solo se presenta en pacientes mayores a 50 años (Figura 7). Respecto a las citoquinas pro 
inflamatorias TNF-α e IL-8, no se observó ninguna relación con el genotipo de los pacientes, envés 
que para el IFN-γ se observó un aumento en la expresión de individuos con genotipo T (p=0,030) 
(Figura 8).  
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Figura 7: Nivel de expresión de IL-1β.  
Se utilizaron los test de Kruskal-Wallis y Mann-Whitney, las barras representan el SEM. Los 
valores se expresan como veces de cambio en relación a un individuo control sano. C 
corresponde a los genotipos de riesgo C/C y C/T y T a genotipo control T/T. (a) Pacientes totales 
p=0,106, (b) pacientes entre 18 a 50 años n=30, p=0,921, (c) pacientes entre 50 a 90 años n=37, 
p=0,156. 
42 
 
 
 
 
 
 
V
e
c
e
s
 d
e
 c
a
m
b
io
C T
0
1
2
3
N iv e l  d e  T N F -
a
V
e
c
e
s
 d
e
 c
a
m
b
io
C T
0
2
4
6
8
1 0
N iv e l  d e  I L - 8
b
G e n o t ip o
V
e
c
e
s
 d
e
 c
a
m
b
io
C T
0
1
2
3
4
5
*
c
N iv e l  d e  I F N -
 
Figura 8: Nivel de expresión de citoquinas pro inflamatorias.  
Se utilizó el test de Mann-Whitney para. Los valores se expresan como veces de cambio en relación 
a un individuo control sano. C corresponde a los genotipos de riesgo C/C y C/T y T a genotipo 
control T/T. * p<0,05. (a) n=67, p=0,600, (b) n=67, p=0,656, (c) n=67, p=0,030. 
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5.6 Hay un mayor nivel de IgG A en pacientes con la variante genómica de riesgo. 
 
La respuesta del hospedero a la ICD es un factor decisivo en como seguirá el curso de la 
infección, se ha visto que pacientes donde la respuesta inmune se encuentra disminuida desarrollan 
una ICD más grave, de mayor duración y tienen una mayor probabilidad de producir futuras 
recurrencias (Kyne et al., 2000; M Warny et al., 1994). Dentro de la respuesta inmune frente a la 
ICD, es de gran importancia la presencia de anticuerpos contra las dos principales toxinas de la 
bacteria, la toxina A y B. La habilidad de generar mayores títulos de anticuerpos sostenidos en el 
tiempo se ha asociado a una menor susceptibilidad a desarrollar ICD, además podría explicar 
porque pacientes con una menor respuesta como adultos mayores son más susceptibles a desarrollar 
una ICD (Monaghan et al., 2013). Es así como nos cuestionamos si la presencia de menores títulos 
de IgG antitoxina A y B, los que a su vez se condicen con una ICD más grave, se relacionan con la 
presencia del polimorfismo de GPBAR1. 
Con el fin de responder a esta interrogante se midieron los niveles de IgG antitoxina A y B 
en el suero de pacientes con ICD, para lo cual se realizó un ensayo de ELISA donde se determinaron 
las concentraciones de IgG medidas en unidades arbitrarias respecto a la absorbancia del suero. Se 
consideró el nivel de corte como 5 veces o más el nivel del suero, según se explica en los materiales 
y métodos. 
Se observó una relación entre el genotipo C con un aumento en el nivel de IgG antitoxina A 
en (p=0,030), mientras que no se vio una relación entre el genotipo y el nivel de IgG antitoxina B 
(p=0,957) (Figura 9). 
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5.7 Existe una mayor respuesta inflamatoria intestinal en pacientes con la variante de 
GPBAR-1. 
 
La calprotectina es una proteína de unión a calcio, quelante de manganeso y zinc, la cual 
tiene función bacterio estática y forma hasta el 40% de las proteínas citoplasmáticas en neutrófilos 
y macrófagos (Brophy y Nolan, 2015). Ésta es un marcador de inflamación intestinal  para muchas 
enfermedades intestinales; como enfermedad inflamatoria intestinal, gastritis crónica, entre otras 
(S. Wang et al., 2013). Su aumento en deposiciones se correlaciona con una mayor gravedad de la 
ICD (Hanania et al., 2016; Rao et al., 2016). Es por esto que nos preguntamos si la variante 
genómica de GPBAR1 se correlaciona con un aumento en la calprotectina y por ende con un 
aumento de la inflamación a nivel local. 
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Figura 9: Título de IgG antitoxina.  
Se utilizó test exacto de Fisher. C corresponde a los genotipos de riesgo C/C y C/T y T a genotipo 
control T/T. *p<0,05. (a) Nivel de antitoxina A, n=43, p=0,030 (b) nivel de antitoxina B, n=40, 
p=0,957. 
45 
 
Con el fin de responder a esta interrogante se midieron los niveles de calprotectina de 
muestras de deposiciones de pacientes según se describió en la metodología, y se correlacionaron 
estos valores con los distintos genotipos. 
En la figura 10 podemos observar que el genotipo C presenta un aumento en la calprotectina 
respecto al genotipo nativo (P=0,0401). 
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Figura 10: Nivel de calprotectina fecal. 
Se utilizó el análisis de Mann-Whitney, las barras 
representan el SEM. C corresponde a los genotipos de 
riesgo C/C y C/T y T a genotipo control T/T. n=31, * 
p<0,05. 
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6 Discusión 
 
Recientemente, se han analizado factores que puedan ayudar a identificar a aquellos pacientes 
con un mayor riesgo de desarrollar una ICD más grave, como son la carencia del receptor activador 
de la proliferación de peroxisomas γ (PPARγ) (Viladomiu et al., 2012) y el encontrarse tomando 
inhibidores de la bomba de protones (Lewis et al., 2016). Sin embargo, algunos de estos solo sirven 
como posibles blancos terapéuticos como PPARγ, mientras que los otros no son en sí mismos 
suficientes para poder predecir un outcome negativo. Es por esto que encontrar otros factores que 
puedan predecir gravedad por si solos, o junto a otros factores, se hace importante.  
Se ha observado una relación entre un polimorfismo de un nucleótido (SNP), rs11554825, en 
el gen del receptor de ácidos biliares GPBAR1 y algunas enfermedades gastrointestinales 
(Camilleri et al., 2014; Hov et al., 2010). Las variantes más comunes en el gen de GPBAR1 son 
los polimorfismos de un solo nucleótido, ya que estos se encuentran en zonas no codificantes se 
hace difícil dilucidar como ejercen un efecto sobre el receptor. En un estudio realizado por Hov se 
determinó que la presencia del polimorfismo rs3731859 se asociaba a una menor expresión de 
RNAm de GPBAR1 en líneas celulares linfoblastoides. Este polimorfismo al igual que rs11554825 
se encuentra en la zona no codificante del gen de GPBAR. Además, ambos alelos se encuentran en 
desequilibrio de ligamiento (Hov et al., 2010). La baja en la expresión de GPBAR1 podría explicar 
la asociación encontrada entre polimorfismos en el gen con la presencia de enfermedades 
gastrointestinales. 
En estudios en ratones se mostró que la carencia del receptor de ácidos biliares GPBAR1 se 
asocia a alteraciones en la estructura del epitelio del colon y a un aumento en la gravedad de la 
colitis química (Cipriani et al., 2011). También se observó que había un aumento de la diarrea 
inducida por agentes químicos con una pérdida de la integridad de la barrera epitelial en ratones 
carentes de GPBAR1 (Cipriani et al., 2011). En nuestro estudio, se muestra que los pacientes con 
la variante de GPBAR1 presentan un aumento del volumen de diarrea con un mayor número de 
pacientes hipotensos (Figura 5). La hipotensión se relaciona directamente con la pérdida de fluidos 
y la mayor permeabilidad intestinal además una ICD complicada se define por la presencia de 
factores como la hipotensión, íleo, megacolon toxico, necesidad de hospitalización en UCI y 
colectomía (Shen y Surawicz, 2008). Por otra parte, de los 67 pacientes de este estudio, 4 
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presentaron recurrencia, siendo todos ellos homocigotos para la variante de riesgo. Hasta un 25% 
de los pacientes que presentan ICD tienen recurrencia dentro de los 30 días de tratamiento. Esto 
puede deberse en parte a fallas en la respuesta inmune por la edad o la presencia de comorbilidades, 
así como por el uso de antibióticos para otras enfermedades (C P Kelly, 2012). Los parámetros 
clínicos antes mencionados sugieren que el genotipo con la variante de GPBAR-1 determina una 
mayor gravedad en la presentación de la enfermedad. 
La leucocitosis es una de las características de la infección, esta ocurre en estados agudos de 
muchas infecciones bacterianas y cuando se encuentra en rangos entre los 50000 a los 100000 
cel./mm3 se denomina reacción leuisemoide. Esta reacción se presenta en infecciones severas como 
las ICD, en sepsis y paciente con tumores (Riley y Rupert, 2015). Se ha observado que niveles 
elevados de leucocitos y de creatinina se asocian a falla del tratamiento de la ICD así como a mayor 
recurrencia, siendo estos dos importante marcadores de gravedad de la ICD (Bauer et al., 2012). 
En este estudio no se observaron diferencias en el número de leucocitos y el nivel de creatinina 
(Figura 6). Esto posiblemente se debe a las características basales de los pacientes, presentado la 
mayoría de ellos otras enfermedades y siendo usuario de medicamentos, lo cual determina una gran 
variabilidad en los resultados. También se ha visto que cambios en el momento de la medición de 
estos parámetros pueden alterar los resultados (Bauer et al., 2012).  Por otra parte, es posible que 
el “n muestral” pequeño de nuestro estudio, impidiera alcanzar una diferencia significativa en 
algunas variables.  
Estudios han mostrado que una disminución de la albúmina se condice con una mayor 
gravedad de la ICD (Solomon et al., 2013). Esto va en contra de lo visto en nuestros resultados. 
Pero podría explicarse ya que existía una disparidad de las edades entre los genotipos. Puesto que 
el nivel de albúmina cae en forma progresiva con cada década de vida (Greenblatt, 1979). La 
diferencia encontrada puede deberse a que la disminución de este parámetro ocurrió en el grupo de 
mayor edad. 
La ICD se caracteriza por comenzar con un proceso inflamatorio local, el cual es seguido por 
una respuesta inflamatoria sistémica.  En la respuesta inflamatoria se producen aumentos del 
numeró de leucocitos y de las concentraciones séricas de TNF-α, IL-1b, IL-6, IL-10 (Czepiel et al., 
2014). No se conoce de forma completa las consecuencias de la activación de la respuesta 
inflamatoria, sin embargo estudios sugieren que  tanto la carencia de  algunos mediadores de la 
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respuesta inmune como son IL-22 y el factor de diferenciación mieloide 88 (MyD88) en ratones, 
como el  aumento excesivo de las citoquinas mencionadas, produciría un aumento en la gravedad 
de la ICD (Hasegawa et al., 2014; Jarchum et al., 2012). Se ha observado que en casos más severos 
de ICD se presenta un aumento del nivel de IL-8 en deposiciones y de IL-23 en el colon (Buonomo 
et al., 2013; El Feghaly et al., 2013), mientras que a nivel sistémico se ha observado un aumento 
de IL-6 y de IL-8 (Rao et al., 2014). También se ha planteado que un aumento en el nivel de TNF-
α estaría relacionado con un peor pronóstico para pacientes con ICD (Czepiel et al., 2014). En este 
estudio no se observaron diferencias entre los niveles de citoquinas de los pacientes a excepción 
del nivel de IFN-γ (Figura 7). Es posible que nuestro estudio no detectara diferencias en las 
citoquinas ya que estas solo pudieron medirse a nivel sistémico y no en el colon. Considerando que 
nuestros pacientes presentan múltiples enfermedades se hace más difícil encontrar diferencias entre 
los dos grupos. En el caso de la IL-8, IL-1β y TNF-α si bien existen estudios donde se muestra un 
aumento de estas en relación a una ICD más severa, también se muestran estudios donde estas 
citoquinas medidas en suero no mostraban un aumento significativo en pacientes (Czepiel et al., 
2014). Esto se debe posiblemente a un menor aumento de las citoquinas a nivel sistémico versus 
las encontradas a nivel del colon. Otra posibilidad es que no se observaran diferencias pues al 
momento de la toma de la muestra los pacientes ya se encontraban con tratamiento para la ICD. 
Las citoquinas son capaces de mediar cambios en la permeabilidad celular y contribuir a una 
multitud de condiciones patológicas, incluyendo la enfermedad inflamatoria intestinal, la el asma 
y la fibrosis quística. Algunas citoquinas producen alteraciones en las uniones estrechas afectando 
la permeabilidad del epitelio y produciendo una mayor exposición a antígenos luminares en el 
tracto gastrointestinal y el sistema respiratorio (Al-Sadi et al., 2009). Se ha visto que el tratamiento 
directo con IFN-γ aumenta la permeabilidad paracelular de las monocapas endoteliales y epiteliales 
(Capaldo y Nusrat, 2009). Esto podría explicar porque ratones Gpbar1 -/- presentan alteraciones en 
las uniones estrechas y aumento de la permeabilidad intestinal (Cipriani et al., 2011). En este 
estudio el nivel de IFN-γ se encuentra disminuido a nivel sistémica en los pacientes que presentan 
la variante de riesgo (figura 8), por lo que sería necesario realizar estudios donde se midan las 
citoquinas como el IFN-γ y TNF-α directamente en el colon. 
Sin embargo en un estudio realizado en ratones se pudo observar que aquellos ratones que 
poseían menor nivel de IFN-γ e IL-22, presentaban mayor morbilidad y mortalidad cuando eran 
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desafiados con una dosis de esporas de C. difficile (Abt et al., 2015). Además, en datos no 
publicados, se observó que ratones Gpbar1 -/-  presentaban un mayor nivel de citoquinas pro-
inflamatorias a nivel sistémico que los ratones silvestres, lo que viene a mostrar que no solo el 
aumento de citoquinas produce una mayor gravedad, sino también los niveles muy bajos de algunas 
de estas. 
 La respuesta inmune humoral es relevante a la hora de analizar la respuesta a la ICD. Se sabe 
que una respuesta humoral alterada produce un mayor riesgo de contraer una ICD, así como de 
generar una recurrencia (Bauer et al., 2014; Loo et al., 2011). Ya que los dos principales factores 
de virulencia de C. difficile son la toxina A y la toxina B, la presencia de títulos de anticuerpos IgG 
antitoxina A y B es de especial importancia. En estudios clínicos se ha determinado que mayores 
niveles de IgG antitoxinas confieren protección a presentar una ICD o recurrencia, en contraste se 
han reportado bajos niveles de IgG antitoxina en pacientes con recurrencia  (Jehangir et al., 2015; 
Leav et al., 2010; Wullt et al., 2012). Además, es conocido que los pacientes que presentan una 
ICD más grave poseen títulos menores de IgG antitoxina. Más aún, se observó en un estudio 
realizado por Kyne en pacientes hospitalizados, que aquellos pacientes que permanecieron como 
portadores asintomáticos tenían títulos mayores que aquellos que desarrollaban la ICD (Kyne 
et al>, 2000; M Warny>et al>, 1994). En nuestros pacientes observamos mayores niveles de IgG 
antitoxina A en los pacientes que poseen la variante alélica de riesgo respecto, sin haber diferencias 
en los niveles de IgG antitoxina B (Figura 9). Esto está en concordancia con lo reportado 
anteriormente donde mayores títulos de IgG antitoxina A se correlacionaban con una mayor 
inflamación, pero no así el título de IgG antitoxina B o el ribotipo de las cepas (Solomon et al., 
2013).  
La calprotectina en heces es proporcional al grado de inflamación en el intestino. Esto la hace 
útil como marcador de inflamación intestinal ya que es estable a temperatura ambiente y se 
correlaciona con otros marcadores de inflamación como la proteína c reactiva (Lehmann et al., 
2015). En estudios realizados recientemente se ha mostrado que existe una relación entre los 
niveles elevados de calprotectina y la presencia de ICD complicada o recurrente en adultos mayores 
de 65 años (Rao et al., 2016), también se ha visto relación entre un aumento de la calprotectina y 
marcadores de gravedad como son el conteo de leucocitos de sangre periférica (Peretz et al., 2016). 
Recientemente se ha reportado que pacientes con C. difficile pueden presentar niveles de 
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calprotectina fecal de 994 mg/L hasta  2000 µg/g y que la calprotectina se correlaciona con la 
gravedad de la ICD y es capaz de discriminar entre pacientes que presentan mayor o menor 
gravedad (Kim et al., 2017). En este estudio se muestra que un mayor nivel de calprotectina se 
correlaciona con la presencia de la variante de riesgo de GPBAR1 (Figura 10). Esto indicaría que 
estos pacientes se encuentran más inflamados a nivel intestinal. Más aún estos resultados 
reportados por primera vez, sugieren que este receptor podría tener un rol en la respuesta 
inflamatoria en ICD.  
Dentro de las alternativas de tratamiento para la ICD, el consenso más acertado supone que 
para la leve a moderada se recomienda el uso de metronidazol oral, mientras que para los casos 
severos indican vancomicina oral o terapia combinada con metronidazol (Cohen et al., 2010). 
Además, existen alternativas como es fidaxomicina, la cual tiene la ventaja de poseer el mismo 
efecto que la vancomicina, pero presentando una menor tasa de recurrencia en los pacientes que la 
utilizan. Sin embargo, no está presente en todos los centros hospitalarios por su elevado costo 
(Rubio-Terrés et al., 2015).  
Los tratamientos con antibióticos para la ICD no están exentos de problemas, siendo uno de 
estos la presencia de recurrencias en los pacientes, las cuales pueden llegar a un 20% del total. Las 
causas de estas recurrencias son en parte factores del hospedero; como la edad y el estado 
inmunológico, mientras que por otra parte está el tratamiento a utilizar y la presencia de antibióticos 
concomitantes al tratamiento (Bagdasarian et al., 2015). Estudios muestran que el continuar con 
tratamiento de antibióticos concomitantes produciría un aumento en el riesgo de generar 
recurrencia 3 veces mayor. Esto se explicaría en parte porque los pacientes que la presentan tienen 
menor diversidad en la flora intestinal respecto a aquellos que presentaron solo un episodio de ICD 
(Chang et al., 2008; Manek et al., 2011; Modena et al., 2006).  Como se ha mencionado antes la 
disbiosis juega un rol fundamental en el desarrollo de la ICD y el tratamiento con antibióticos es 
una de las principales causas de esta, si bien antibióticos como fidaxomicina inducen menor cambio 
en la microbiota que metronidazol o vancomicina aun así existen problemas de recurrencia (Louie 
et al., 2012). En este contexto es importante la aparición de terapias que no afecten a la diversidad 
de la flora intestinal y así eviten recurrencias. 
Por otra parte, la ICD debiese ser tratada de acuerdo a su gravedad y al riesgo de recurrencia 
o complicaciones que presenten los pacientes, esto con el fin de evitar resultados negativos para 
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ellos, así como para optimizar los recursos empleados en el tratamiento. Algunos autores sugieren 
que en casos leves de ICD, el tratamiento con metronidazol es igual de efectivo que el con 
vancomicina, pero que en los casos más severos esta última es la mejor alternativa, por lo que se 
hace necesario saber que paciente desarrollarán una ICD más grave (Oldfield et al., 2014). 
Frente a los problemas de los tratamientos convencionales, se vio la oportunidad de buscar un 
nuevo blanco terapéutico y marcador de gravedad. En este contexto se estudió el receptor de ácidos 
biliares GPBAR1, debido a su capacidad antiinflamatoria, mostrada en estudios contra la 
inflamación en estómago y colon (Cipriani et al., 2011; Guo et al., 2015). Los resultados 
presentados en este trabajo sugieren que GPBAR1 podría ser un posible blanco para terapias donde 
la activación del receptor mediante sus agonistas, como el ácido oleanólico, contribuiría a disminuir 
la inflamación producida por la ICD sin afectar a la microbiota del colon, como ocurre en el caso 
de los tratamientos con antibióticos. Además, el receptor de ácidos biliares GPBAR1 podría tener 
un rol como marcador pronóstico ayudando a clínicos a decidir la mejor terapia para cada paciente 
de acuerdo a la gravedad que presente cada uno, evitando costos innecesarios y mejorando los 
resultados del tratamiento. 
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7 Conclusiones 
 
i. La presencia del SNP rs11554825 del gen del receptor GPBAR-1 es de alta frecuencia en 
los 67 pacientes con ICD siendo en el alelo T 39,3% y el alelo de riego C 60,7%. 
ii. Hay alta inflamación local en el colon en los pacientes con el alelo de riesgo mostrado por 
un aumento en la calprotectina fecal.  
iii. La presencia del SNP rs11554825 del gen del receptor GPBAR-1 se asocia a una mayor 
gravedad clínica, mostrado en un más alto volumen de diarrea e hipotensión. 
iv. Estos hallazgos muestran que GPBAR1 podría constituir un potencial marcador pronóstico 
y objetivo terapéutico. 
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9 Anexo 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
Tabla 7: Edad de pacientes por cada parámetro según genotipo 
 
Edad promedio (años) 
Parámetros Pacientes totales Pacientes entre 18-50 años Pacientes entre 51-90 años 
Genotipo C T C T C T 
Albúmina 51,6 59,6 65,6 72 34,5 34,6 
Creatinina 47 52,1 64,8 69 33,7 29,7 
Presión arterial 51,7 56,5 66,9 74,6 35 31,2 
temperatura 51,7 56,5 66,9 74,6 35 31,2 
Número de leucocitos 54 55 70,8 67,7 42,8 36 
Proteína C reactiva 47,3 55,8 64,6 69 33,6 29,5 
 
 
 
Figura 11: Pacientes por grupo etario y edad. 
Cada barra representa el porcentaje de pacientes del total, mujeres (n=37), 
hombres (n=30). 
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Tabla 8: Variables adicionales 
Variable Mínimo Máximo Media 
Desv. 
Típica 
Edad 21,000 89,000 54,030 19,412 
Índice de Charlson 0,000 12,100 4,127 3,383 
Paquetes año 2,000 90,000 25,317 23,354 
Consumo de OH 0,000 1,000 0,081 0,275 
ICD previa 0,000 1,000 0,138 0,348 
índice de Horn 1,000 3,000 2,143 0,692 
Presión arterial sistólica 62,000 152,000 108,967 17,443 
Hipotensión 0,000 1,000 0,267 0,446 
Frecuencia cardiaca 53,000 142,000 89,600 16,815 
Frecuencia respiratoria 16,000 45,000 20,750 4,033 
Temperatura 35,900 39,700 37,090 0,888 
Dolor abdominal (EVA) 0,000 10,000 3,677 3,458 
Síntomas rectales 0,000 1,000 0,387 0,491 
Número de deposiciones 2,000 10,000 6,133 2,446 
Bristol 4,000 7,000 6,516 0,805 
Hematocrito (%) 0,000 45,000 30,831 6,960 
Hemoglobina (g/dL) 0,000 15,200 10,209 2,721 
VCM 67,300 96,700 84,477 7,405 
Leucocitos (cel./mm3) 100,000 23000 9883,692 5381,361 
RAN 149,000 20200 6956,017 4814,805 
RAL 200,000 5000 1400 887,163 
Baciliformes (%) 0,000 15,000 0,881 2,587 
Eosinófilos (%) 0,000 11,100 3,789 4,222 
Plaquetas 37,000 614000 220489,15 129911,236 
VHS (mm a la hora) 0,000 49000 1328,316 7942,461 
PCR (mg/dL) 0,060 35,200 7,595 8,754 
Creatinina actual 0,000 11,970 1,988 2,616 
BUN (mg/dL) 2,000 81,000 23,759 17,781 
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Na 13,000 149,000 136,124 16,166 
K 2,600 5,400 3,895 0,582 
Cl 55,500 113,000 101,033 7,931 
Albumina (g/dL) 1,000 4,200 3,266 0,678 
Lactato (mmol/L) 0,000 9,000 2,196 2,314 
Recurrencia 1,000 3,000 1,587 0,775 
Días para la respuesta a 
tratamiento 0,000 1,000 0,075 0,265 
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Figura 12: Aprobación comité de bioética 
 
Figura 13: Consentimiento informado 
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Tabla 9: Otros factores de gravedad 
 p-valor 
Variables Edad Índice de Charlson 
Sexo 0,538 0,486 
Índice de Charlson < 0,0001 
 
EII 0,028 0,013 
Tabaco (Paquetes año) 0,011 0,003 
Consumo de alcohol 0,620 0,775 
Índice de Horn 0,040 0,004 
Hipotensión 0,937 0,403 
Temperatura 0,830 0,139 
Dolor abdominal (EVA) 0,119 0,836 
Número de deposiciones 0,012 0,011 
Bristol 0,147 0,567 
Volumen diarrea 0,926 0,874 
Leucocitos (cel./mm3) 0,064 0,612 
PCR (mg/dL) 0,923 0,938 
Creatinina actual 0,232 0,108 
Albumina (g/dL) 0,491 0,419 
Lactato (mmol/L) 0,706 0,630 
Recurrencia 0,365 0,731 
Se utilizó análisis de correlación de Pearson. 
